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Araflt›rma Makalesi

Koyunlarda Corynebacterium pseudotuberculosis’in ELISA ve DotBlot ELISA ile Teflhisi*
Ziya ‹LHAN
Ankara Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal›, 06110 D›flkap›, Ankara - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 19.06.2002

Özet: Bu çal›flmada, koyun kan serumlar›nda Corynebacterium pseudotuberculosis antikorlar›n›n saptanmas› için ekzotoksin ELISA,
sonike ELISA ve dot-blot ELISA teknikleri standardize edilerek, infeksiyonun rutin teflhisinde ve bir tarama testi olarak da laboratuvar
çal›flmalar›nda kullan›labilirliklerinin ortaya konulmas› amaçland›. Araflt›rmada, Tar›m ‹flletmeleri Genel Müdürlü¤ü’ne ba¤l›
iflletmelerden sa¤lanan, 100 adedi afl›l› hayvanlardan olmak üzere toplam 471 adet koyun kan serumu incelendi. Serum örneklerinin
ekzotoksin ELISA ile 172 (% 36,5)’si, sonike ELISA ile 119 (% 25,2)’u, dot-blot ELISA ile de 181 (% 38,5)’i pozitif olarak saptand›.
Bu araflt›rmada elde edilen sonuçlar, koyunlar›n kazeöz lenfadenitisinde ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA
tekniklerinin, hastal›¤›n rutin teflhisinde ve bir tarama testi olarak da laboratuvar çal›flmalar›nda uygulanabilece¤ini gösterdi.
Anahtar Sözcükler: Corynebacterium pseudotuberculosis, dot-blot ELISA, ekzotoksin ELISA, koyun, sonike ELISA

Diagnosis of Ovine Corynebacterium pseudotuberculosis by ELISA and Dot-Blot ELISA
Abstract: The aim of this study was to standardize the 3 techniques designated as exotoxin ELISA, sonicated ELISA and dot-blot
ELISA in the detection of antibodies to Corynebacterium pseudotuberculosis in sheep sera and to evaluate the usefulness of these
techniques in the routine diagnosis and screening of C. pseudotuberculosis infection. A total of 471 sheep sera, 100 of which were
from vaccinated animals, obtained from agricultural enterprises under the General Directorate of Agricultural Enterprises were
examined. Among the 471 serum samples, 172 (36.5%), 119 (25.2%) and 181 (38.5%) sera were positive by the exotoxin ELISA,
sonicated ELISA and dot-blot ELISA techniques, respectively. The results obtained in this research showed that exotoxin ELISA,
sonicated ELISA and dot-blot ELISA techniques are useful screening tests for the routine diagnosis of caseous lymphadenitis disease
in sheep.
Key Words: Corynebacterium pseudotuberculosis, dot-blot ELISA, exotoxin ELISA, sheep, sonicated ELISA

Girifl
Kazeöz lenfadenitis (KLA, Pseudotuberculosis), koyun
ve keçilerde Corynebacterium pseudotuberculosis
taraf›ndan oluflturulan, özellikle lenf yumrular› ve
akci¤erler baflta olmak üzere di¤er iç organlarda da
kapsüllü apselerin oluflumu ile karakterize kronik bir
infeksiyondur (1-3). KLA, Türkiye’nin de içinde bulundu¤u
(4) dünyan›n bir çok ülkesinde görülmektedir (5,6). KLA, et
ve yapa¤› veriminin düflmesine, fertilitenin azalmas›na ve
nadiren de olsa ölümlere sebep olmas› bak›m›ndan
ekonomik önemi fazla olan bir infeksiyondur (2,5,6).

C. pseudotuberculosis’in hücre duvar›nda bulunan lipit
tabakan›n, serolojik teflhisinde otoaglutinasyonlara neden
oldu¤u bildirilmifltir. Etken, fosfolipaz D olarak bilinen

güçlü bir ekzotoksin sentezlemektedir. Lipit tabaka ile
birlikte fosfolipaz D, etkenin virulens faktörleridir (3,7).
KLA’in indirekt teflhisinde aglutinasyon (3,4,7), agar jel
presipitasyon (4), deri testi (8), ELISA (3,9), çeflitli
modifiye ELISA teknikleri (6,10) ile sinerjik hemoliz
inhibisyon (10) testi kullan›lmaktad›r.
Bu araflt›rmada, ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve
dot-blot ELISA tekniklerinin koyunlardaki C.
pseudotuberculosis antikorlar›n›n saptanmas› için
standardize edilmesi, izolasyon bulgular› ile testlerin
spesifite ve sensitivitelerinin belirlenmesi, böylece
hastal›¤›n rutin teflhisinde ve ayr›ca bir tarama testi olarak
da laboratuvar çal›flmalar›nda kullan›labilirliklerinin ortaya
konulmas› amaçland›.

* Bu makale, Prof. Dr. Müjgan ‹ZGÜR’ün dan›flmanl›¤›nda yap›lm›fl olan ayn› isimli Doktora Tezinden özetlenmifltir.
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Materyal ve Metot
Serum Örnekleri: Çal›flmada tesadüfi örnekleme ile
seçilen 100 adedi C. pseudotuberculosis bakterin +
toksiod özellikteki ticari afl› (Case-Bac, Colorado Serum
Com., Denver, USA) ile afl›lanm›fl hayvanlardan olmak
üzere toplam 471 adet koyun kan serumu incelendi.
Tar›m ‹flletmeleri Genel Müdürlü¤ü (T‹GEM)’ne ba¤l› 5
farkl› iflletmenin koyunculuk ünitelerinde bulunan ve
yafllar› 7 ile 36 ay aras›nda de¤iflen hayvanlardan al›nan
serumlar ependorf tüplere al›narak –20 ºC’de sakland›.
Testlerde 12 adet pozitif, 14 adet negatif kontrol serumu
kullan›ld›. Pozitif serumlar C. pseudotuberculosis izole
edilen ve kan serumlar› hemoliz inhibisyon test (HIT) ile
pozitif sonuç veren hayvanlardan, negatif serumlar ise
hastal›¤a ait klinik bulgu göstermeyen ve serumlar› HIT ile
negatif sonuç veren hayvanlardan al›nd›.
‹zolasyon Materyali: Serolojik testlerin sensitivite ve
spesifitelerini belirlemek amac›yla, klinik bulgu gösteren
193 hayvandan izolasyon materyali al›nd›.
Antijenlerin Haz›rlanmas›: Antijenler Ankara
Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal›
Kültür
Koleksiyonu’ndan
sa¤lanan
C.
pseudotuberculosis Pl-4 suflundan, Maki ve ark. (11)’n›n
bildirdi¤i yöntemin modifikasyonuyla haz›rland›. Bu
amaçla k›saca, C. pseudotuberculosis Pl-4 suflu, 250 ml %
0,1 Tween 80 (Difco) içeren Brain Heart Infusion (BHI)
brothta (Difco) aerobik ortamda çalkalanarak 72 saat
üretildi. Kültür 8000 rpm’de 30 dk santrifüj edildi.
Oluflan supernatant, önce 0,65 µm (Sartorius) sonra da
0,45 µm’lik (Sartorius) milipor filtreden süzüldü ve
1/10000 oran›nda merthiolat (Lilly) kat›larak, ekzotoksin
ELISA antijeni olarak kullan›ld›. Santrifüj iflleminden sonra
elde edilen pelet 0,01 M fosfat buffer solusyonu (PBS, pH
7,2) ile y›kan›p, % 0,6 formaldehit (Merck) ile inaktive
edildi. Oda ›s›s›nda 6 saat dietileter (Merck) ile muamele
edildikten sonra, 3 dk sonike (Artek, Sonic 300) edildi.
Ürünün yo¤unlu¤u McFarland Tüp No: 5 (1,5 x 106
bak/ml)’e ayarlanarak, sonike ve dot-blot ELISA antijeni
olarak kullan›ld›. Biüret metodu ile ekzotoksin antijeninin
total protein miktar› 2,25 mg/100 ml, sonike antijenin
protein miktar› ise 2,37 mg/100 ml olarak tespit edildi.
Ayr›ca, ayn› araflt›r›c›lar›n bildirdikleri metotla haz›rlanan
3 farkl› sonike antijen de satranç tahtas› yöntemi ile test
edildi. Bunlar, direkt peletin kullan›ld›¤› tüm hücre
antijeni, peletin 3 dk sonike edilmesi ile elde edilen antijen
ve peletin 6 saat dietileter ile muamelesiyle haz›rlanan
antijenlerdir.
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Her üç ELISA metodunda konjugat olarak peroksidaz
enzimi ile iflaretli anti-koyun IgG (H + L) (Sigma), subsrat
olarak da orto-fenilendiamin (Sigma) kullan›ld›. Dot-blot
ELISA’da kat› faz olarak 0,5 x 0,5 cm ebatlar›nda kesilen,
0,2 µm por çapl› nitroseluloz membran (NCM) (Sigma, N7892) kullan›ld›.
Ekzotoksin ve Sonike ELISA: Her iki test, Maki ve
ark. (11)’n›n yöntemi modifiye edilerek gerçeklefltirildi.
ELISA’da düz tabanl›, 96 çukurlu, polystyrene
mikropleytler (Greiner) kullan›ld›. ‹deal antijen, serum ve
konjugat dilusyonlar›, pozitif ve negatif kontrol serumlar›
kullan›larak, satranç tahtas› yöntemi ile belirlendi.
Mikropleytin çukurlar›na coating bufferde 1/20 oran›nda
suland›r›lan sonike ve ekzotoksin antijenlerinden 100 µl
konularak +4 ºC’de 1 gece bekletildi. Çukurlar % 0,05
Tween 80 içeren PBS (PBS-T, pH 7,2) ile 4 kez
y›kand›ktan sonra, her göze % 3’lük bovine serum
albumininden (BSA, Merck) 100 µl ilave edilerek, 37
ºC’de 1 saat inkube edildi. Y›kama ayn› flekilde
tekrarland›ktan sonra çal›flma serumlar›, % 1 BSA içeren,
PBS-T ile 1/10 oran›nda suland›r›larak gözlere 100 µl
konuldu ve 37 ºC’de 1 saat bekletildi. Tekrar yap›lan
y›kama iflleminden sonra çukurlara, % 1 BSA içeren, PBST ile 1/2500 oran›nda dilue edilen konjugattan 100 µl
konularak oda ›s›s›nda 1 saat inkube edildi. Son kez
yap›lan y›kamadan sonra çukurlara 50 µl subsrat ilave
edilerek, 10 dk bekletildikten sonra, her göze 50 µl
durdurucu solusyon (1,25 M H2SO4) konulup, absorbans
405 nm’de ELISA okuyucusu (Metertech 960) ile okundu.
Çal›flmada her pleyt için 14 negatif, 12 pozitif kontrol
serumu kullan›ld›. Negatif kontrol serumlar›n›n
ortalamalar› belirlendikten sonra, bu de¤ere 2 standart
sapma (SD) de¤eri de eklenerek, eflik de¤er optik dansite
(OD) olarak tespit edildi. Eflik de¤er, o pleytteki negatif
ortalaman›n en az 2 SD üstünde olan serumlarda pozitif
kabul edildi.
Dot-Βlot ELISA: Antijen, konjugat ve serum
suland›rmalar›n›n belirlenmesi için antijen direkt ve PBS-T
ile 1/5’den 1/80’e kadar, kontrol serumlar› direkt ve
1/2’den 1/64’e kadar, konjugat ise 1/125’den 1/2000’e
kadar çift katl› suland›r›ld›. Pozitif ve negatif serum
aras›ndaki fark›n en iyi görüldü¤ü en yüksek antijen,
konjugat ve serum suland›rmalar› ideal olarak kabul
edildi. Test, Prodhan ve ark. (10)’n›n bildirdikleri
yöntemin modifikasyonu ile yap›ld›. Testte 80 çukurlu
plastik pleytlerden yararlan›ld›. NCM’n›n orta noktalar›na
2,5 µl sonike antijen (protein oran› 2,37 mg/100 ml)
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damlat›l›p, kurutulduktan sonra kullan›l›ncaya kadar +4
ºC’de sakland›. Serum ve konjugat›n suland›r›lmas› ile
y›kamalarda % 0,05 Tween 20 (Sigma) içeren PBS-T (pH
7,2)’den yararlan›ld›. NCM, pleytin çukurlar›na al›narak,
çukurlara % 5 ya¤s›z süt tozu (P›nar) içeren PBS-T
solusyonundan 0,5 ml eklenerek, 37 ºC’de 45 dk
bekletildi. NCM, befler dakika süren aflamalarla 4-5 kez
PBS-T ile y›kand›ktan sonra, kontrol ve test serumlar›n›n
1/8’lik dilusyonlar›ndan çukurlara 0,5 ml konulup, 37
ºC’de 1 saat inkube edildi. Ayn› flekilde yap›lan y›kama
iflleminden sonra, her çukura 1/250’lik konjugattan 0,5
ml eklenerek, 37 ºC’de 45 dk bekletildi. Son y›kamay›
takiben çukurlara 0,5 ml taze haz›rlanm›fl subsrat
konularak, oda ›s›s›nda karanl›k bir ortamda 10-30 dk
bekletildikten sonra NCM distile su ile y›kan›p, kurutuldu.
Sonuçlar pozitif ve negatif serumlar da dikkate al›narak,
ç›plak gözle de¤erlendirildi ve antijen damlat›lan orta
bölgedeki koyu renk oluflumu pozitif olarak kabul edildi
(fiekil 1).
‹statistiksel De¤erlendirme: Ekzotoksin ELISA,
sonike ELISA ve dot-blot ELISA testlerinin sonuçlar›, kikare testi (12) ile de¤erlendirildi.
‹zolasyon ve ‹dentifikasyon: Örnekler kanl› ve BHI
agara ekilerek, 37 ºC’de 5 gün inkube edildi. Etkenler,
biyokimyasal özelliklerine göre identifiye edildi (13).

+K

Sensitivite ve Spesifite: Testlerin sensitivite ve
spesifitesi C. pseudotuberculosis izole edilen 42 hayvan
dikkate al›narak belirlendi (14).

Bulgular
Serolojik Test Sonuçlar›: ‹ncelenen 471 koyun kan
serumundan, ekzotoksin ELISA ile 172 (% 36,5)’si
pozitif, 299 (% 63,5)’u negatif; sonike ELISA ile 119 (%
25,2)’u pozitif, 352 (% 74,8)’si negatif; dot-blot ELISA
ile 181 (% 38,5)’i pozitif, 290 (% 61,5)’› ise negatif
olarak de¤erlendirildi. Pozitif serum yüzdeleri aras›ndaki
fark toksin ELISA ile dot-blot ELISA aras›nda istatistiksel
olarak önemli bulunmazken (P > 0,05), toksin ELISA ile
sonike ELISA ve sonike ELISA ile dot-blot ELISA
aras›ndaki farklar önemli (P < 0,001) bulundu (Tablo 1).
Afl›s›z hayvanlardan sa¤lanan 371 serumdan,
ekzotoksin ELISA ile 96 (% 25,8)’s›, sonike ELISA ile 82
(% 22,2)’si, dot-blot ELISA ile 122 (% 32,8)’si pozitif
bulundu (Tablo 2).
Afl›l› hayvan serumlar›ndan toksin ELISA ile 76 (%
76)’s›, sonike ELISA ile 37 (% 37)’si, dot-blot ELISA ile de
59 (% 59)’u pozitif olarak de¤erlendirildi (Tablo 3).
Her üç testle 471 serum örne¤inden 79 (% 16,7)’u
pozitif, 215 (% 45,6)’i negatif; afl›l› hayvanlara ait 100

–K

fiekil 1. Pozitif ve negatif kontrol serumlar›n dot-blot ELISA’da ortofenilendiamin ile göstermifl
oldu¤u reaksiyon (+K, pozitif serum kontrolü; -K, negatif serum kontrolü).
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Tablo 1. ‹ncelenen 471 serumda C. pseudotuberculosis antikorlar›n›n ekzotoksin ELISA, sonike
ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen toplu sonuç ve oranlar› (%).
Pozitif serum

Negatif serum

Test

Ki kare de¤eri
n

(%)

n

(%)

Toksin ELISA

172

(36,5)

299

(63,5)

Toksin/sonike ELISA

Sonike ELISA

119

(25,7)

352

(74,8)

Toksin/dot-blot ELISA

0,36+

Dot-blot ELISA

181

(38,5)

290

(61,5)

Sonike/dot-blot ELISA

18,8***

*** P < 0,001,

+

13,96***

P > 0,05

Tablo 2. Afl›s›z 371 kan serumunda C. pseudotuberculosis antikorlar›n›n ekzotoksin ELISA,
sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen sonuç ve oranlar› (%).
Pozitif serum

Negatif serum

Test

Ki kare de¤eri
n

(%)

n

(%)

96

(25,8)

275

(74,1)

Toksin/sonike ELISA

Sonike ELISA

82

(22,2)

289

(77,8)

Toksin/dot-blot ELISA

4,39*

Dot-blot ELISA

122

(32,8)

249

(67,2)

Sonike/dot-blot ELISA

10,81**

Toksin ELISA

* P < 0,05, ** P < 0,01,

+

1,44+

P > 0,05

Tablo 3. Afl›l› 100 kan serumunda C. pseudotuberculosis antikorlar›n›n ekzotoksin ELISA, sonike
ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen sonuç ve oranlar› (%).
Pozitif serum

Negatif serum

Test

Ki kare de¤eri
n

(%)

n

(%)

Toksin ELISA

76

(76)

24

(24)

Toksin/sonike ELISA

Sonike ELISA

37

(37)

63

(63)

Toksin/dot-blot ELISA

6,58*

Dot-blot ELISA

59

(59)

41

(41)

Sonike/dot-blot ELISA

9,69**

30,94***

* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

serumdan 33 (% 33)’ü pozitif, 16 (% 16)’s› negatif;
afl›s›z hayvanlara ait 371 örnekten 36 (% 12,3)’s› pozitif,
325 (% 87,7)’i ise negatif bulundu.
‹zolasyon Sonuçlar›: Toplam 193 koyunun 42 (%
21,7)’sinden C. pseudotuberculosis izole edildi. Etken 27
(% 64,2) hayvana ait materyallerden saf olarak izole
edilirken, 15 (% 35,7) hayvana ait örneklerden ise
Micrococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. ve baz› Gram negatif bakterilerle birlikte üredi.
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Bu çal›flmada, C. pseudotuberculosis izole edilen 42
hayvan dikkate al›nd›¤›nda, sensitivite ve spesifite en
yüksek olarak ekzotoksin ve sonike ELISA teknikleri
birlikte de¤erlendirildi¤inde tespit edildi (Tablo 4).

Tart›flma

C. pseudotuberculosis ile infekte ve reaktör
hayvanlar›n tespitine yönelik güvenilir, pratik bir indirekt
teflhis yönteminin gelifltirilmesi yönünde bir çok çal›flma

Z. ‹LHAN

Tablo 4. Koyunlarda C. pseudotuberculosis antikorlar›n›n tespitinde, ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA
tekniklerinin sensitivite (Sn)/spesifite (Sp) ölçüleri.
Toksin ELISA

Sonike ELISA

Toksin+Sonike ELISA

Dot-blot ELISA

Serum
Sn (%)

Sp (%)

Sn (%)

Sp (%)

Sn (%)

Sp (%)

Sn (%)

Sp(%)

Afl›s›z

(n: 131)

86,3

63,7

84,2

60,3

87,7

65,9

81,8

66,6

Afl›l›

(n: 62)

84,4

65,7

83,3

64,9

91,6

66,6

84,2

61,7

82,9

65,9

80,0

64,2

93,3

70,8

83,3

65,5

Toplam (n: 193)

yap›lm›flt›r. Bu çal›flmalar›n ço¤u etkenin ekzotoksinine
karfl› oluflan antikorlar› saptamaya yöneliktir. Söz konusu
testlerin spesifite ve sensitivitelerinin düflük olmas›n›n
yan›nda, özellikle hemoliz testlerinin standardizasyonlar›
da güçtür (3,6). KLA’in teflhisinde ELISA tekni¤inin
kullan›m› son y›llarda art›fl göstermektedir. ELISA’da
kullan›lan antijenler farkl› tekniklerle haz›rlanmaktad›r
(6,15-17). Bu çal›flmada, ekstrakte edilen lipid tabakas›
d›fl›ndaki 3 farkl› sonike antijen Maki ve ark. (11)’n›n
bildirdi¤i flekilde haz›rlanarak, satranç tahtas› yöntemi ile
denendi. En iyi sonuç veren antijenin, 6 saat dietileterle
ekstraksiyon ve 3 dk sonikasyon yap›larak elde edilen
antijen oldu¤u saptand›. Ayr›ca antijenlerin protein
miktarlar›n›n literatür verisiyle yak›n de¤erde oldu¤u
görüldü (6).
Chikamatsu ve ark. (18), klinik olarak sa¤l›kl› görünen
ve KLA’e karfl› afl›lanmam›fl 1186 koyun kan serumundan
466 (% 39,3)’s›n›n toksin ELISA, 330 (% 27,8)’unun da
immumodifüzyon testle pozitif sonuç verdi¤ini ve testler
aras›ndaki fark›n istatistiksel aç›dan önemli oldu¤unu
bildirmifllerdir. Baflka bir çal›flmada pseudotuberculosis
klinik semptomlar› gösteren toplam 52 koyundan 48 (%
92,3)’i toksin ELISA, 42 (% 80,7)’si de HIT ile pozitif
bulunmufltur (15). Ellis ve ark. (16) ise infeksiyona ait
klinik bulgular gösteren 104 koyundan 63 (% 60,5)’ünü
ekzotoksin ELISA, 78 (% 75,0)’ini de sonike ELISA ile
pozitif bulduklar›n› bildirmifllerdir. Bu araflt›rmada,
afl›lanmam›fl koyunlara ait pozitif serum oranlar›n›n
(Tablo 2), di¤er araflt›r›c›lar›n bulgular›ndan daha düflük
oldu¤u görülmektedir (15,16,18). Chikamatsu ve ark.
(18)’n›n yapt›¤› çal›flmada elde edilen yüksek pozitiflik
oran›, hayvanlar›n yafl› ile ilgili olabilir. Söz konusu
araflt›rmada süt kuzusu dahil, oldukça farkl› yafltaki
hayvanlar de¤erlendirilmifltir. Di¤er iki araflt›rmada ise
materyaller, klinik olarak KLA semptomlar› gösteren

koyunlardan al›nm›flt›r. Bu durumda söz konusu
araflt›rmalarda pozitif hayvan say›s›n›n yüksek ç›kmas›
beklenen bir sonuçtur.

C. pseudotuberculosis afl›s› ile afl›lanm›fl koyunlardaki
antikor titreleri ekzotoksin ve sonike ELISA ile
incelenerek, toksin ELISA ile daha fazla hayvanda antikor
yan›t› saptand›¤› bildirilmifltir (9,17). Bu çal›flmada da
ekzotoksin ELISA ile pozitif saptanan serum say›s›n›n,
sonike ELISA ile pozitif bulunan serum say›s›ndan yüksek
olmas› (Tablo 3) di¤er araflt›r›c›lar›n bulgular› ile
benzerlikler göstermektedir. Bu benzerlik hayvanlar›n
toksoid afl›larla afl›lanm›fl olmas› ile ilgili olabilir.
Prodhan ve ark. (10), 145 adet 2 yafll› keçi
serumundan 27 (% 18,6)’sini dot-blot ELISA, 36 (%
24,8)’s›n› da sinerjik hemoliz inhibisyon (SHI) test ile
pozitif bulmufllard›r. Testler aras›ndaki fark›n istatistiksel
olarak önemli bulundu¤u çal›flmada ayr›ca, KLA’in
teflhisinde dot-blot ELISA’n›n SHI testinden daha güvenilir
bir yöntem oldu¤u bildirilmifltir. Bu araflt›rmada dot-blot
ELISA ile pozitif olarak de¤erlendirilen serum örneklerinin
(Tablo 1), Prodhan ve ark. (10)’n›n oran›ndan daha
yüksek oldu¤u görülmektedir. Bu fark, her iki
araflt›rmada çal›fl›lan serumlar›n farkl› hayvan türlerine ait
olmas›, sürülerde KLA prevalensinin koyun ve keçilerde
muhtemelen farkl› oranlarda olmas› ile aç›klanabilir.
Ayr›ca bu çal›flmada kullan›lan antijen ile Prodhan ve ark.
(10)’n›n kulland›klar› antijenin ayn› olmamas›, elde edilen
bulgular›n farkl›l›¤›na neden olabilecek bir baflka faktör
olarak düflünülebilir.

C. pseudotuberculosis antikorlar›n›n saptanmas›nda
kullan›lan testlerin sensitivite, spesifite ve güvenilirlikleri
ile ilgili oldukça farkl› sonuçlar bildirilmifltir (10,11,1820). Ekzotoksin ve sonike ELISA ile ilgili bu çal›flmada elde
edilen bulgular (Tablo 4), baz› araflt›rmalarla uyumlu
bulunurken (11,20), sensitivitenin baz› çal›flmalardan
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(18,19) daha yüksek oldu¤u görülmektedir. Bu durum,
bu çal›flmada kullan›lan antijenlerin daha ileri düzeyde
purifiye edilmesinden kaynaklanm›fl olabilir. Bu
araflt›rmada dot-blot ELISA ile ilgili sensitivite ve spesifite
sonuçlar›n›n, Prodhan ve ark. (10)’n›n bulgular›ndan daha
düflük olmas›, araflt›r›c›lar›n çal›flmalar›n› farkl› hayvan
türü ile yapm›fl olmalar› veya hayvanlar›n subklinik bir C.
pseudotuberculosis infeksiyonu geçiriyor olmalar› ile
iliflkili olabilir.
Bu çal›flmada her üç test, afl›l› ve afl›s›z koyunlarda
etkene karfl› oluflan antikorlar›n saptanmas› amac›yla
standardize edildi. Gerçeklefltirilen bu araflt›rma ile
Türkiye’de, pseudotuberculosisle ilgili olarak her üç teknik
gerek ayr› ayr› ve gerekse birlikte olarak ilk kez
kullan›lm›fl oldu. Yap›lan yaz›l› literatür taramas›nda, C.
pseudotuberculosis antikorlar›n›n saptanmas›nda sonike
antijen kullan›larak yap›lan dot-blot ELISA tekni¤inin, ilk

kez bu çal›flmada gerçeklefltirilmifl oldu¤u görüldü. Bu
teknikle ilgili çal›flmalar›n daha fazla say›da örnekle ve
di¤er testlerle karfl›laflt›rmal› olarak yap›lmas› sonucunda,
KLA’le ilgili yeni bir teknik olarak dot-blot ELISA
kullan›labilecektir. KLA’in teflhisinde sonike ve ekzotoksin
ELISA tekniklerinin birlikte kullan›lmas› durumunda,
testlerin spesifite ve sensitivitelerinin daha yüksek oldu¤u
ortaya konuldu. Ayr›ca ekzotoksin ELISA’n›n, sonike
ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinden daha güvenilir
sonuçlar verdi¤i görüldü. Dot-blot ELISA’n›n hastal›¤›n
teflhisinde ilave bir teçhizata ihtiyaç duymamas› nedeniyle
bir çok laboratuvarda yap›labilece¤i kan›s›na var›ld›.
Koyunlar›n pseudotuberkulosisi ile ilgili olarak,
ekonomik ve pratik olan ELISA tekniklerinin hastal›¤›n
rutin teflhisinde ve ayr›ca bir tarama testi olarak da
laboratuvar çal›flmalar›nda kullan›labilece¤i sonucuna
var›ld›.
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